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Der Inhalt dieser Schrift weicht von den am Anmeldetag eingereichten Unterlagen ab 
@ Verfahren zur enzymatischen Herstellung von sekundaren (S)-Alkoholen 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues enzymati- 
sches Verfahren zur Herstellung von sekundaren (S)-Alkoho- 
len aus Ketonen, welches dadurch gekennzeichnet \st. dafi 
man unsymmetrische Ketone mit Dehydrogenasen mlkro- 
bieller Herkunft, welche gegebenenfalls Immobilisiert vorlie- 
gen, zusammen mit dem Coenzym NADH behandelt und die 
(S)-Alkohote nach ubiichen Methoden isoliert. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein neues enzymatisches Verfahren zur Herstellung von sekundSren 
(S)-Alkoholen aus Ketonen mit Dehydrogenasen mikrobieller Herkunft sowie die fur die Durchfuhrung des 
5 Verfahrens geeigneten Enzyme. 

Optisch aktive Alkohole sind wertvolle chirale Bausteine, die in der Synthese von biologisch aktiven Stoffen 
verwendet werden konnen. Bisher sind keine Verfahren bekannt, nach denen sekundare (S)-Alkohole in hoher 
Reinheit und guter Ausbeute auf reiativ einfache Weise hergestellt werden kdnnen. 
Es wurde nun gefunden, daD man sekundare (S)*Alkohole erhah, wenn man unsymmetrische Ketone mit 
10 Dehydrogenasen mikrobieller Herkunft, welche gegebenenfalls immobilisiert vorliegen, zusammen mit dem 
Coenzym NADH behandelt und die (S)- Alkohole nach ublichen Methoden isoliert. 

Weiterhin wurden neue Dehydrogenasen aus mikrobieller Herkunft gefunden, die fur das erfindungsgemaBe 
Verfahren eingesetzt werden kdnnen. 

Die erfindungsgemaO geeigneten Dehydrogenasen bzw. Mikroorganismen, die geeignete Dehydrogenasen 
15 enthaiten, konnen dadurch erhalten werden, daB man Mikroorganismen unter den ublichen Bedingungen kulti- 
vierl, die sekundaren Ketone (beispielsweise und vorzugsweise Acetophenon oder p-Chloracetophenon) mit 
dem Fermentationsgut, gegebenenfalls nach AufschluB der Mikroorganismus-Zelten, zusammen mit dem Coen- 
zym NADH behandelt, auf die Bildung von (S)-Alkoholen pruft und die Mikroorganismus-Stamme (oder 
Stammgemische) mit ausreichender Dehydrogenaseaktivitat ausliest. Auf diese Weise kdnnen in einfachen 
20 Routineuntersuchungen geeignete Mikroorganismen mit geeigneten Enzymen leicht erkannt werden (vgl. Scre- 
ening- Verfahren, unten). 

Bei der Auswahl geeigneter Dehydrogenasen bildender Mikroorganismen kommen praktisch alle Typen von 
Mikroorganismen infrage, wobei es ohne Belang ist, ob es sich dabei um prokaryotische oder eukaryotische 
Mikroorganismen handelt, sofern diese nur in der Lage sind, die geeigneten Dehydrogenasen zu erzeugen, 
25 welche mit dem Coenzym NADH unsymmetrische Ketone in sekundare (S)-Alkohole umwandeln konnen. 

Bevorzugt werden Pilze der Gattungen Acremonium, Altemaria, Aspergillus, Fusarium, Mucor, Paecilomyces, 
Phoma, Stemphylium sowie andere Zygomycota, Ascomycota. Basidiomycota oder Deuteromycota oder aber 
Bakterien der Gattungen Arthrobacter, Bacillus, Corynebacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rhodococcus oder 
Streptomyces. 

30 Besonders bevorzugt werden Mikroorganismen der Art Candida succiphilia und Pseudonocardia thermophila 
und ganz besonders bevorzugt Mikroorganismen der Art Rhodococcus erythropoiis. Besonders hervorgehoben 
werden sollen die beiden folgenden Sttmme von Rhodococcus erythropoiis, welche bei der Deutschen Samm- 
lung von Mikroorganismen (DSM), Mascheroder Weg lb. D 3300 Braunschweig, Bundesrepublik Deutschland in 
Obereinstimmung mit den Bestimmungen des Budapester Vertrages uber die Internationale Anerkennung der 

35 Hinterlegung von Mikroorganismen fOr die Zwecke von Patentverfahren hinterlegt wurden (Hinterlegungsda- 
tum: 28.02.1992): 

Stamm Hinterlegungsbezeichnung 

^0 Rhodococcus erythropoiis 743 DSM 697 1 

Rhodococcus erythropoiis 43297 DSM 6977 

Weiterhin seien speziell der Candida succiphilia Stamm DSM 2149 und der Pseudonorcardia thermophila 
45 Stamm DSM 43027 als geeignete Mikroorganismen Stamme aufgefiihrt 

Die erfindungsgemaB verwendbaren neuen Enzyme sind Bestandteil der vorliegenden Erfmdung. 
Sie sind dadurch gekennzeichnet, daB sie 

a) Dehydrogenasen sind, 
50 b) mikrobieller Herkunft sind und 

c) spezifisch in Gegenwart von NADH (nicht von NADPH) als Coenzym unsymmetrische Ketone zu 
sekundaren (S)-Alkoholen reduzieren kdnnen. 

Beyorzugte erfmdungsgemaBe Enzyme (Dehydrogenasen) sind solche. die aus den Mikroorganismus Arten 
55 Candida succiphilia, Rhodococcus erythropoiis und Pseudonocardia thermophila erhaltlich sind. 

Ganz besonders bevorzugte erfindungsgemaBe Enzyme sind die Enzyme, welche aus den Mikroorganismen 
der Art Rhodococcus erythropoiis, insbesondere den Stammen Rhodococcus erythropoiis 743. entsprechend 
DSM 6971 und Rhodococcus erythropoiis 43297 entsprechend DSM 6977 erhaltlich sind. 
Besonders hervorgehoben werden soil als erfindungsgemaBes Enzym das Enzym, welches dadurch gekenn- 
60 zeichnet ist, daB es 

a) eine Dehydrogenase ist, 

b) aus Rhodococcus erythropoiis (vorzugsweise Rhodococcus erythropoiis 743 und 43297, entsprechend 
DSM 6971 und DSM 6977) erhaltlich ist 

65 c) in Gegenwart von NADH als Coenzym spezifisch unsymmetrische Ketone zu sekundaren (S)-Alkoholen 

reduzieren kann und 

d) ein Molekulargewicht von 72 000 ± 5000 Dalton aufweist 
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ZusStzlich zur obigen Charakterisierung der erfindungsgemaBen Enzyme konnen zu deren weiteren Charak- 
terisierung auch die weiter unten aufgefuhrten Herstellungsparameter und/oder die fur die Reduktion der 
Ketone zu verwendenden Reaktionsparameter herangezogen werden. 

Wie bereits erwahnt wurde, konnen die erfindungsgemaBen Enzyme in isolierter Form, gegebenenfalls in 
Form der iiblichen Enzympraparationen, wie an Trager gebunden oder verkapselt oder noch in den (vorzugs- 5 
weise abgetoteten) Mikroorganismus-Zellen vorliegen, wobei die Mikroorganismus-Zellen ihrerseits immobili- 
siert. also z. B. an Trager gebunden und/oder verkapselt. vorliegen konnen. 

Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens konnen die benotigten Dehydrogenasen nach den 
allgemein Qblichen Methoden erhalten werden. Die Mikroorganismen werden in bekannter Weise durch Fer- 
mentation gewonnen und die EnTvme. falls dies gewiinscht wird, nach den Qblichen Verfahren isoliert Die lo 
Mikroorganismen und Enzyme kdnnen nach bekannten Methoden in geeignete Mikroorganismus-Zubereitun- 
gen oder Enzym-Praparatoren (also z. B. Produkte mit tragergebundenen oder eingekapselten Enzymen oder 
mit immobilisierten Mikroorganismen) uberfuhrt werden. 

Die Fermentationsverfahren zur Herstellung der Mikroorganismen bzw. Enzyme kdnnen in ublicher Weise 
mit Hilfe fester, halbfester oder flussiger Nahrmedien durchgefuhrt werden. Bevorzugt werden waBrig-flussige 15 
Nahrmedien verwendet. 

Die Belmpfung der Nahrmedien erfolgt nach allgemein Qblichen Methoden, z. B. Qber Sporensuspensionen, 
Schragrohrchen oder Kolbenkulturen. 

Die Kultur erfolgt je nach Mikroorganismus, unter aeroben oder anaeroben Bedingungen und kann gemaB 
den allgemein Qblichen Methoden wie unter Verwendung von Schuttelkulturen z. B. in Schuttelkolben, von 20 
luftbewegten Kulturen oder von Submerskulturen durchgefQhrt werden. Bevorzugt erfolgt die Kultivierung im 
aeroben Submersverfahren in belufteten Fermentem. z. B. in Qblichen geruhrten Submersfermentern. £s ist 
mdglich, die Kultur kontinuierlich oder diskontinuierlich durchzufuhren. Vorzugsweise wird diskontinuierlich 
gearbeitet 

Die Kultur kann in alien Nahrmedien durchgefuhrt werden, welche bekannterweise zur Kultivierung von 25 
Mikroorganismen verwendet werden. Das Nahrmedium muB eine oder mehrere assimilierbare Kohlenstoffquel- 
len und Stickstoffquellen sowie Mineralsalze enthalten, wobei diese Produkte in Form von definierten Einzelbe- 
standteilen, aber auch in Form von komplexen Gemischen, wie sie insbesondere biologische Produkte verschie- 
denen Ursprungs darstellen. vorliegen konnen. 

Als Kohlenstoffquellen kommen alle Qblichen Kohlenstoffquellen in Frage. Beispielsweise seien Kohlenhydra- 30 
te, insbesondere Polysaccharide, wie Starke oder Dextrine, Disaccharide, wie Maltose oder Rohrzucker, Mono- 
saccharide, wie Glucose oder Xylose, Zuckeralkohole, wie Mannit oder Glycerin sowie naturlich vorkommende 
Gemische, wie Malzextrakt, Melasse oder Molkepulver genannt Auch Kohlenwasserstoffe konnen dem Nahr- 
medium zugefQgt werden. Als Stickstoffquellen kommen alle Qblichen organischen und anorganischen Stick- 
stoffquellen in Frage. Beispielsweise seien EiweiBstoffe, EiweiBhydrolysate. Aminosauren, wie Glutaminsaure, 35 
Asparaginsaure, Fleischmehl. Fleischhydrolysate sowie Sojabohnenmehl, Baumwollsamenmehl, Linsenmehl, 
Erbsenmehl, Idsliche und unlosliche pflanzliche Proteine, Maisquellwasser, Hefeextrakt, Peptone und Fleischex- 
trakt sowie Ammoniumsaize und Nitrate, z. B. NH4CI, (NH4)204, Harnstoff. NaN03 und KNO3 aufgefuhrt. Die 
Mineralsalze, welche im Nahrmedium enthalten sein sollten, liefern z. B. folgende lonen: 

40 

Mg+ +, Na+. K+. Ca+ NH4-'.Cr. SO4-. PO4 und NO3- 

sowie lonen der Qblichen Spurenelemente. wie Cu, Fe, Mn, Mo, Zn, Co, Ni. Falls die Kohlenstoff- oder Stickstoff- 
quellen bzw. das verwendete Wasser nicht ausreichend diese Salze bzw. Spurenelemente enthalten, ist es 
zweckmaBig, das Nahrmedium entsprechend zu erganzen. Die Zusammensetzung der Nahrmedien kann in 45 
weiten Bereichen variiert werden. Art und Zusammensetzung der Nahrmedien werden im allgemeinen davon 
abhangig sein, welche Bestandteile jeweils besonders gunstig zur Verfugung stehen. Im allgemeinen enthalten 
die Nahrlosungen vorzugsweise etwa 0,5 bis 8%, insbesondere 0,6 bis 6% Kohlenstoffquellen, vorzugsweise 
etwa 0,5 bis 4%, insbesondere 0,5 bis 3% Stickstoffquellen und vorzugsweise etwa 0,001 bis 0,5%, insbesondere 
0,003 bis 0.3% Mineralsalze. 50 

Ober die zum Wachstum der Mikroorganismen notigen Bestandteile der Nahrlosungen konnen weitere 
Zusatze zu den Medien gemacht werden, die zu einer Erhohung der Rate der Enzymbildung durch die Mikroor- 
ganismen Oder zu einer Erhohung der volumetrischen Gesamtausbeute an Enzym fuhren kdnnen. Auch kdnnen 
solche Substanzen zu einer Verbesserung der Gewinnung des Enzyms fUhren oder dessen Freisetzung erleich- 
tern. oder aber zur Stabilisierung der Zellen dienen, wenn ganze Zellen in freiem oder immobilisiertem Zustand 55 
fQr die Umsetzung eingesetzt werden. 

Bei den genannten Nahrmedienzusatzen kann es sich um Emulgatoren und oberflachenaktive Substanzen 
handeln, wie z. B. Tween 80, Brij 58, Benzylalkohol. Phenethylalkohol. Triton X 100 sowie aliphatische Alkohole 
verschiedener Kettenlange und Kohlenwasserstoffe. 

Der pH-Wert der wachsenden Kulturen sollte vorzugsweise zwischen etwa 5 und etwa 10, insbesondere eo 
zwischen 6^ und 9,5 gehalten werden. Ein zu starker pH-Abfall in den sauren Bereich kann durch Zusatze einer 
organischen oder anorganischen Base, vorzugsweise von CaC03 vermieden werden. Wie in der Fermentation- 
stechnologie ublich. kann auch eine automatische pH-Regulierung durchgefuhrt werden. bei der sterile organi- 
sche Oder anorganische Saure, z. B. H2SO4, oder sterile Lauge, z. B. NaOH in Abstanden in die Kulturldsung 
eingespritzt wird. ^5 

Es ist zweckmaBig sicherzustellen. daB die Mikroorganismen ausreichend mit Sauerstoff (bei aerobisch 
kultivierten Mikroorganismen) sowie den Nahrstoffen in Kontakt gebracht werden. Dies kann nach den allge- 
mein Qblichen Methoden wie Schutteln und Ruhren erfolgen. 
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Die Zuchtungstemperatur kann zwischen etwa 15 und etwa 40*'C vorzugsweise zwischen 20 und SS^'C liegen. 
besonders bevorzugt liegt sie bei etwa 26** C. Die Dauer der Zuchtung kann stark variiert werden, wobei z, B. die 
Zusammensetzung des NShrmediums und die Zuchtungstemperatur eine Rolle spielen. Die jeweiligen optimalen 
Bedingungen konnen von jedem Fachmann auf dem mikrobiologischen Gebiet leicht festgelegt werden. 

5 Wie allgemein bei mikrobiologischen Verfahren sollten Fremdinfektionen der Kulturmedien vermieden wer- 
den. Hierzu werden die ublichen Vorkehrungen getroffen, wie Sterilisation der Nahrmedien, der KulturgefaBe 
sowie der fCir die Beluftung notwendigen Luft Zur Sterilisation der Vorrichtungen konnen z. B. Dampf- als auch 
die Trockensterilisation verwendet werden, wobei die Temperaturen vorzugsweise bei 100 bis 140'C, insbeson- 
dere bei 1 20 bis 1 30** C liegen konnen. 

10 Falls bei der Kultivierung in unerwunschter Menee Schaum entsteht, konnen die ublichen chemischen 
Schaumdampfungsmittel, z. B. flussige Fette und Ole, 6l-Wasser-Emulsionen, Paraffine, hohere Alkohole, wie 
Octadecanol. Si!icon5le, Polyoxyethylen- bzw. Polyoxypropylenverbindungen (z. B. in Mengen bis etwa 1%) 
zugesetzt werden. Schaum kann auch mit Hilfe der ublichen mechanischen Vorrichtungen (welche z. B. Zentrifu- 
galkrMte benutzen) gedampft oder beseitigt werden. 

15 Das Verfahren der Aufarbeitung des Fermentationsgutes mit nachfolgender Abtrennung, wird zweckmaBi- 
gerweise wie folgt, durchgefuhrt, wobei sich unterschiedliche VerfahrensmaBnahmen ergeben, wenn die Enzyme 
zellfrei oder zellgebunden oder sowohl zellfrei als auch zellgebunden vorliegt. 

Zur Gewinnung der Zubereitung einer extrazellularen Dehydrogenase wird nach Beendigung der Fermenta- 
tion die Fermentationsbriihe nach den ublichen Methoden (z. B. durch Zentrifugation) von den Zellen abge- 

20 trennt. Aus der erhaltenen zellfreien Fermentationsbriihe wird das Enzym (neben anderen EiweiBbestandteilen) 
ebenfalls nach Ublichen Methoden (z. B. Zugabe von Alkoholen. wie Methanol oder Ethanol oder von anorgani- 
schen Salzen, wie Ammoniumsulfat) ausgefallt Der Niederschlag wird (z. B. durch Zentrifugation) abgetrennt 
und in einer Pufferlosung (z. B. Phosphatpuffer) aufgelost. Diese Losung kann direkt fQr die Durchftihrung des 
Reduktionsschrittes verwendet werden. Im Falle. daB das Enzym zellgebunden vorliegt, konnen die abgetrenn- 

25 ten Zellen auch in einer Pufferlosung aufgeschwemmt und direkt fiir die Reduktion eingesetzt werden. Norma- 
lerweise ist es nicht erforderlich eine weitere Reinigung dieser Enzymzubereitungen vorzunehmen. Eine weitere 
Aufarbeitung der Enzymzubereitungen kann jedoch nach den allgemein ublichen Methoden leicht erfolgen (z. B. 
Umfallungsmethoden, chromatographische Methoden, Freisetzung von zellgebundenem Enzym durch Zellzer- 
triimmerung usw.) und ist besonders dann wQnschenswert, wenn das Enzym nach den ublichen Methoden in 

30 modifizierter Form. z. B. an feste anorganische oder organische Trager (z. B. Zeolithe, Polysaccharide, Polyami- 
de. Polystyrolharze, Polyacrylharze usw.) gebunden oder mikroverkapseit eingesetzt werden soil (immobilisier* 
tes Enzym). 

Nach dem erfindungsgemaBen Verfahren werden vorzugsweise unsymmetrische sekundare (S)'A]kohole der 
Formel(l) 

35 



r1 

^CH-OT (I) 

40 ^ 



in welcher 

R' und R^ von einander verschiedene organische Reste bedeuten, 
45 durch die Reduktion der unsymmetrischen Ketone der Formel (II) 



50 
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in welche 

55 und R^ die oben angegebene Bedeutung haben, 
erhalten. 

Als organische Reste R^ und R^ stehen bevorzugt aliphatische, araliphatische oder aromatische Reste, wobei 
die aliphatischen Reste auch cycloaliphatische Reste und die aromatischen Reste auch heteroaromatische Reste 
einschlieBen sollen. 

60 Die aliphatischen und cycloahphatischen Reste sowie die aliphatischen Telle der araliphatischen Reste konnen 
gesattigt oder ungesattigt sein und durch ein oder mehrere, gleiche oder verschiedene Heteroatome oder 
Heterogruppen. insbesondere durch Sauerstoff, Schwefel und Stickstoff, unterbrochen sein. Cycloaliphatische 
Reste enthalten vorzugsweise 4 bis 7 Ringglieder. 
Aromatische Reste sind mono- oder polycyclische aromatische Reste (vorzugsweise Phenyl oder Naphthyl). 
65 Heteroaromatische Reste enthalten vorzugsweise 5 oder 6 Ringglieder und 1 bis 3 gleiche oder verschiedene 
Heteroatome oder Heterogruppen (vorzugsweise Sauerstoff, Schwefel oder StickstofQ- 

Ungesattigte aliphatische oder cycloaliphatische Reste sowie aliphatische Telle von aliphatischen Reste 
enthalten eine oder mehrere. vorzugsweise 1 bis 3, Doppel- oder Dreifachbindungen. 
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Die aliphatischea araliphatischen oder aromatischen Reste R' und R^ konnen ihrerseits durch einen oder 
mehrere, vorzugsweise 1 bis 3, gleiche oder verschiedene weitere aliphatische, araliphatische oder aromatische 
Reste iiber eine C— C-Bindung oder Ober Heteroatome oder Heterogruppen, vorzugsweise Sauerstoff. Schwe- 
fel- Oder Stickstoff, substituiert seln. 

Die aliphatischen, araliphatischen oder aromatischen Reste (als R' und R^ oder deren Substituenten) konnen 
durch die in der organischen Chemie Qblichen Substituenten ein oder mehrfach, vorzugsweise 1 bis 3fach, gleich 
oder verschieden substituiert sein, wobei als Substituent beispielhaft die Haiogene (vorzugsweise Fluor. Chlor, 
Brom und lod) Cyano oder Nitro erwahnt seien. 

Als aliphatische Reste stehen vorzugsweise gegebenenfalls subsiituierte Alkyl-, Cycloalkyl-, 
Heterocycloalkyl-, Alkenyl- oder Alkinylreste. 

Als aromatische Reste stehen vorzugsweise gegebenenfalls substituierte Phenyl- oder aromatische Heterocy- 
clyl-Reste. 

Gegebenenfalls substituiertes Alkyl bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkyl mit vorzugsweise 1 bis 6. 
insbesondere 1 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes 
Methyl, Ethyl, n.- und i,-Propyl, n.-, 1.-, s.- und t-Butyl, genannt 

Gegebenenfalls substituiertes Alkenyl bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkenyl mit vorzugsweise 2 
bis 6, insbesondere 2 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes 
Ethenyl, Propenyl-(l), PropenyI-(2) und Butenyl -(3) genannt, 

Gegebenenfalls substituiertes Alkinyl bedeutet geradkettiges oder verzweigtes Alkinyl mit vorzugsweise 2 bis 
6, insbesondere 2 bis 4 Kohlenstoffatomen. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes 
Ethinyl, Propinyl-(l), Propinyl-(2) und Butinyl-(3) genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Cycloalkyl bedeutet mono-, bi- und tricyclisches Cycloalkyl mit vorzugsweise 3 
bis 10, insbesondere 3. 5 oder 6 Kohlenstoffatomen. Beispielsweise und vorzugsweise seien gegebenenfalls 
substituiertes Cyclopropyl, Cyclobutyl, Cyclopentyl. Cyclohexyl, Cycloheptyl, Bicycio (2.2.1) heptyl, Bicycio (2.2.2) 
octyl und Adamantyl genannt. 

Gegebenenfalls substituiertes Aryl bedeutet vorzugsweise gegebenenfalls substituiertes Phenyl oder Napht- 
hyl, insbesondere Phenyl. 

Als araliphatische Reste steht vorzugsweise gegebenenfalls substituiertes Aralkyl. Gegebenenfalls substituier- 
tes Araikyl bedeutet gegebenenfalls im Arylteil und/oder Alkylteii substituiertes Aralkyl mit vorzugsweise 6 
Oder 10, insbesondere 6 Kohlenstoffatomen im Arylteil (vorzugsweise Phenyl oder Naphthyl, insbesondere 
Phenyl) und vorzugsweise 1 bis 4. insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen im Alkylteii. wobei der Alkylteii 
geradkettig oder verzweigt sein kann. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes Benzyl 
und Phenylethyl genannt. 

Gegebenenfalls substituierte Heterocycloalkylreste und aromatische Heterocyclyl- Reste bedeuten heteropa- 
raffinische, heteroaromatische und heteroolefinische 5- bis 7-gliedrige Ringe mit vorzugsweise 1 bis 3, insbeson- 
dere 1 Oder 2 gleichen oder verschiedenen Heteroatomen. Als Heteroatome stehen Sauerstoff, Schwefel oder 
Stickstoff. Beispielhaft und vorzugsweise seien gegebenenfalls substituiertes Pyrrolidinyl, Piperidinyl, Furyl, 
Thenyl, Pyrazolyl, Imidazolyl. 1.23- und 1 .2,4-Triazolyl, Oxazolyl, Isoxazolyl, Tniazolyl, Isothiazolyl. 1.2,3-, 1,3,4-. 
1,2,4- und 1,2,5-Oxadiazolyl, Azepinyl, Pyrrolyl, Isopyrrolyl, Pyridyl, Piperazinyl, Pyridazinyl, Pyrimidinyl, Pyrazi- 
nyl. 1,3,5-, 1,2,4- und 1 ,23-Triazinyl, 1.2.4-, 1,3,2-, 1,3,6- und l,2,6-Oxazinyl,Oxepinyl,Thiepinyl und 1A4-Diazepinyl 
genannt. 

Die aufgefuhrten gegebenenfalls substituierten Reste kdnnen einen oder mehrere, vorzugsweise 1 bis 3, 
insbesondere 1 oder 2 gleiche oder verschiedene Substituenten tragea Als Substituenten seien beispielhaft und 
vorzugsweise genannt: 

Alkyl mil vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen, wie Methyl, Ethyl, n.- und i.-Propyl 
und n.-, i.- und t.-Butyl; Alkoxy mil vorzugsweise 1 bis 4. insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen, wie Methoxy, 
Ethoxy, n.- und i.-Propyloxy und n.-, i.- und t-Butyloxy; Alkylthio mit vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 oder 2 
Kohlenstoffatomen, wie Methylthio, Ethylthio, n.- und i.-PropyIthio und n.-, i.- und t.-Butylthio; Halogenalkyl mit 
vorzugsweise 1 bis 4, insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen und vorzugsweise 1 bis 5, insbesondere 1 bis 3 
Halogenatomen, wobei die Halogenatome gleich oder verschieden sind und als Halogenatome, vorzugsweise 
Fluor, Chlor oder Brom, insbesondere Fluor stehea wie Trifluormethyl. Hydroxy; Halogen, vorzugsweise Fluor. 
Chlor. Brom und lod, insbesondere Fluor. Chlor und Brom; Cyano; Nitro; Amino; Monoalkyl- und Dialkylamino 
mit vorzugsweise 1 bis 4. insbesondere 1 oder 2 Kohlenstoffatomen je Alkylgruppe, wie Methylamino, Methyl- 
ethyl-amino, n.- und i.-Propylamino und Methyl-n.-Butylamino; Alkylsulfonyl mit vorzugsweise 1 bis 4, insbeson- 
dere 1 Oder 2 Kohlenstoffatomen, wie Methylsulfonyl und Ethylsuifonyl; Arylsulfonyl mit vorzugsweise 6 oder 1 0 
Arylkohlenstoffatomen, wie Phenylsulfonyl sowie seinerseits gegebenenfalls durch die hier aufgefuhrten Reste 
substituiertes Phenoxy. 

Besonders bevorzugt stehen R^ und R^ fur gegebenenfalls substituierte Reste aus der Reihe Alkyl, Phenyl und 
Phenylalkyl (vorzugsweise Benzyl). 

Als besonders bevorzugte Substituenten seien aufgefiihrt: Halogen (Fluor, Chlor, Brom und lod, vorzugsweise 
Fluor. Chlor und Brom), Ci — Cj-AlkyI sowie C| — Cj-HalogenalkyI und Ci — C4-Halogenalkoxy (mit vorzugswei- 
se jcweils 1 bis 3 Kohlenstoffatomen und vorzugsweise 1 bis 7. insbesondere 1 bis 3 gleichen oder verschiedenen 
Halogenatomen. vorzugsweise Fluor oder Chlor, wobei Trifluormethyl und Trifluormethoxy besonders hervor- 
gehoben seien). 

Bevorzugt steht einer der Reste R^ und R^ fur einen aromatischen Rest (vorzugsweise einen gegebenenfalls 
substituierten Phenylrest). 

Weiterhin steht vorzugsweise einer der Reste R' und R^ fQr einen gegebenenfalls substituierten Alkylrest. 
Als fOr das erfmdungsgemaBe Verfahren ganz besonders vorteilhaft einsetzbare Verbindungen der Forme! 
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(II) seien die gegebenenfalls im Phenylring substituierten Acetophenone hervorgehoben (R^ steht fur gegebe- 
nenfalls substituiertes Phenyl und steht fur Ci — C4-Alkyl), wobei das p-Chloracetophenon besonders hervor- 
gehoben werden soli. 

Unter (S)-Alkoholen werden Alkohole verstanden, die genn^Q der Qblichen Nomenkiatur nach R5. Cahn. C 
5 Ingold und V. Prelog in der S-Form vorliegen. 

Das erHndungsgemaBe Reduktionsverfahren kann durch folgendes Reaktionsschema beschrieben werden: 



\ ^ (Enzym) \ 



10 t-K . «.T«T^iT . 11+ ^ V /^IJ C\\A ^ KTAr** 



15 Wie bereits oben erwahnt wurde. konnen bei der Durchfiihrung des erfindungsgemaQen Verfahrens die 
Dehydrogenasen in der Form der rohen Enzymzubereitungen (z. B. Rohextrakte aus dem flussigen oder festen 
Fermentationsgut; abhangig davon, ob die Enzyme zellular oder extrazellular vorliegen) oder in aufgereinigter 
Form und auch gegebenenfalls in immobilisierter Form eingesetzt werden. Bei zellular vorliegenden Enzymen 
(wie bei Rhodococcus erythropolis) konnen auch die Mikroorganismenzellen (vorzugsweise nach deren Abto- 

20 tung) direkt oder in immobilisierter Form verwendet werden. 

Die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in der fur enzymatische Verfahren ubiichen 
Weise. 

Die fur den jeweiligen Fall gunstigsten Verfahrensparameter kdnnen durch einfache Vorversuche leicht 
ermittelt werden. 

25 Vorzugsweise werden die zu reduzierenden unsymmetrischen Ketone in Wasser gelost, wobei auch ubiiche 
Losungsvermiitler (z. B. niedere Alkohole oder Emulgatoren), welche die Enzymaktivitaten und Coenzymaktivi- 
taten in der jeweiligen Konzentration nicht erheblich nachteilig beeinflussen, zugesetzt werden konnen. Gege- 
benenfalls kann auch, insbesondere bei schwer wasserloslichen Ketonen, in zwei Phasen gearbeitet werden, 
wobei auf eine gute Durchmischung (mdglichst guter Kontakt mit dem Enzym und dem Coenzym) zu achten ist. 

30 Die Dehydrogenase- Konzentration kann ebenfalls in einem sehr weiten Bereich variiert werden. Sie ist 
abhangig von der Verfugbarkeit und spezifischen Aktivitaten der Dehydrogenasen sowie von der Art der 
Enzymzubereitung und der Reinheit des Enzyms. Vorzugsweise werden Enzymaktivit&ten von mehr als 1 m 
U/mg Protein eingesetzt. Die Enzymkonzentration liegt vorzugsweise bei 0,05 bis 30 U/ml, besonders bevorzugt 
bei 0,1 bis 20 U/ml und ganz besonders bevorzugt bei 1 bis 10 U/mL Besonders hervorgehoben seien Konzentra- 

35 tionen von 4 bis 8 U/ml, 

Bei dem erfindungsgemaBen Reduktionsverfahren konnen die Temperaturen weitgehend variiert werden. 
Das Verfahren wird vorzugsweise bei 30 bis 60° C, besonders bevorzugt bei 35 bis 55° C und ganz besonders 
bevorzugt bei 40 bis 50°C durchgefuhrt. 
Die pH-Wertebereiche konnen beim erfindungsgemaBen Reduktionsverfahren uber weite Bereiche variiert 

40 werden, wobei zur pH-Wert-Einstellung die Qblichen Methoden verwendet werden, wie Sauren- (z. B. HCl) oder 
Basenzugabe (z. B. NaOH) oder durch die Verwendung von Puffersystemen. Man arbeitet vorzugsweise bei pH 
5 bis besonders bevorzugt bei pH 4^ bis 8,0 und ganz besonders bevorzugt bei pH 4,8 bis 7,5. 

Die Substrat(Keton)-Konzentration kann Qber weite Bereiche variiert werden. Die zu reduzierenden Ketone 
liegen im Reaktionssystem vorzugsweise in Konzentrationen von 0,1 bis 20 mMol/L insbesondere von I bis 15 

45 mMol/l, ganz besonders bevorzugt von 3 bis 7 mMol/l und speziell hervorgehoben bei etwa 3.5 mMol/1. 

Die Konzentration des Coenzyms N ADH ist ebenfalls weitgehend variabel. Das Enzym wird in Konzentratio- 
nen von vorzugsweise 10 bis ISOO^iMol/ml. besonders bevorzugt von 50 bis 500 ^Mol/ml und ganz besonders 
bevorzugt von 150 bis 200 ^Mol/ml eingesetzt. Das Coenzym NADH kann auch mit den bekannten Mitteln, z. B. 
durch Zugabe von Isopropanol und/oder Formiat und Formiat-Dehydrogenase oder in bekannter Weise elek- 

50 trochemisch regeneriert werden. Dies ist besonders vorteilhaft, wenn das erfindungsgemaOe Reduktionsverfah- 
ren kontinuierlich durchgefuhrt werden soli (z. B. mit Hilfe von immobilisiertem Enzym). Bei der Verwendung 
ganzer Mikroorganismenzellen konnen ubiiche durch diese verwertbare Kohlenstoffquellen, wie Glucose, Fruc- 
tose, Glycerin und Essigsaure (zur Coenzym- Regenierung) zugefiigt werden. 
Wird nach dem erfindungsgemaBen Verfahren z. B. p-Chloracetophenon mit Rhodococcus erythropolis (vor- 

55 zugsweise Stamme 743 und 43 297) zu (S) 1 -(p-Chlorphenyl)-ethanol reduziert. lassen sich die folgenden optima- 
len Reaktionsparameter ermitteln (welche auch zur Charakterisierung des Enzyms herangezogen werden kon- 
nen): 

pH = 6,0, Temperatur = 45° C, p-Chloracetophenon-Ausgangskonzentration = 3,5 mMol/ml und NADH-Kon- 
zemration = 180^iMol/ml. 

60 Biochemische Verfahrensweisen und Methoden, welche im Rahmen der erfindungsgemaBen Verfahrens 
angewendet werden konnen, werden in Bryan Williams and Keith Wilson, Principles and Techniques of Practical 
Biochemistry, Edward Arnold (Publishers) Ltd^ London, 1975 und entsprechende deutsche Ausgabe Praktische 
Biochemie Georg Thieme Verlag, Stuttgart 1978 beschrieben, wo sich auch viele Hinweise auf weitere Literatur 
findet 

65 Benutzte Materialien und Warenzeichen: 
Tween 80 ist ein Polyoxyethylen-sorbitan. 

Tween ist ein Warenzeichen der Firma ICI America Inc., Atlas Chemicals Division, USA. 
Brij 58 ist ein Polyoxyethylen-monocetylether. 
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Brij ist ein Warenzeichen der Firma ICI America Inc, Atlas Chemicals Division. USA. 
Triton X- 1 00 ist ein p-t-Octylphenyl-poIyethylenglykolether. 
Triton ist ein Warenzeichen der Firma Rohm 8c Haas. USA. 
Baylith T 144 ist ein Zeolith. 

Baylith ist ein Warenzeichen der Bayer AG. Leverkusen. Bundesrepublik Deutschland. 5 
Die erfindungsgemaQ erhaltlichen sekundaren (S)-Alkohole konnen als Ausgangs- und Zwischenprodukte 

sowie als Hilfsmittel fur die Synthese organischer Chemikaiien. die auch biologische Wirksamkeiten (z. B. 

pestizide Wirkungen) aufweisen konnen, verwendet werden. 
Als Beispiele fur soiche Verwendbarkeiten seien aufgefuhrt: 

Synthese von ( + ) Compactin ( Verwendung von chiralem Phenylethanol): lO 

Rosen. T.. Heathcock, CH. 

Total synthesis of ( + )-Compactin. 

I.Am.Chen^Soc. 107 (1985) 3731 —3733 Praparation von chiralem R— oder S-Phenylethylbromid aus R- oder 
S—1 -Phenylethanol: Hutchins. R-O. et al. A convenient synthesis of labile optically active secondary alkyi 
bromides from chiral alcohols. J. Org. Chem. 41,(1976) 1071-1073 15 
Asymmetrische Synthese von P-Hydroxyalkanoic acid unter Verwendung von chiralem Phenylethanol: Kudo. Y. 
et al Tetrahedron Lett (1972). 21 25 

Ausgangsverbindung zur Herstellung von S— 1 -Phenylethansulfinic acid: Ueno.Y.etal Chem. Lett. (1984) 21 25 
Chiraler Hilfsstoff bei der asymmetrischen Oxidation von Iminen zu Oxaziridinen: Bucciarelli, M, et al. J. Chem. 
Soc.Perkin 1,(1980)2152 20 
Umsetzung von S— 1 -Phenylethanol zu R-Phenylimidazolylderivaten: EP-A- 0 149 976 
Bacto Pepton ist ein EiwetBhydrolysat der Difco Laboratories. Detroit, USA. 

Das erfmdungsgem^Be Verfahren soli durch die folgenden Beispiele eriautert werden (wo nichts anderes 
angegeben ist, entsprechen alle %- Angaben Gew.-%): 

25 

Betspiel 1 

Screening- Verfahren nach (S)- Alkohol-Dehydrogenase enthaltenden Mikroorganismen 

Die zu untersuchenden Mikroorganismen werden unter Verwendung der ublichen Nahrmedien herangezo- 3D 
gen. AnschlieBend wird die abgetrennte Zellmasse z. B. durch Vermahlen mit Glasperlen (z. B. 0.3 mm Durch- 
messer) aufgeschlossen und der Oberstand einer waQrigen Aufschwemmung als mogliche Enzymquelle (Rohex- 
trakt) eingesetzt (bei extrazellularen Enzymen wird hierzu Fermentationsbruhe verwendet, von der die Mikro- 
organismus-Zellen abgetrennt werden). 

Positive Stamme werden auf die Bildung des gewunschten (S)-Alkohols hin untersucht. indem das in einer 35 
enzymaiischen Umsetzung gebildete Produkt mittels chiraler Gaschromatographie analysiert wird. Fur die 
Umsetzung wird z. B. folgender Ansatz verwendet: 300 |il Rohextrakt; 120 ^il NADH (je 0,4 mM im Test); 300 ^l 
p-Chloracetophenon oder des jeweils zu reduzierenden Ketons (4,0 mM im Test, geldst in Acetonitril); \50\i\ 
MgCb (0,1 mM im Test); 38 \i\ Isopropanol (166 mM im Test); 1972 ^l Kpi-Puffer (100 mM im Test; pH 7.0). Der 
Zusatz von Isopropanol dient dabei zur Cofaktor-Regenerierung. 40 

Die Reaktion wird durch Zusatz des Rohextrakts gestartet Sofort nach dem Start wird eine Probe von 750 \il 
entnommen (Nullwert) und eine weitere Probe nach einer Inkubationszeit von 1 Stunde. wobei die Reaktion 
jeweils durch Versetzen mit der gleichen Menge Aceton abgestoppt wird. AnschlieBend wird die Probe 3 
Minuten bei 13 000 rpm zentrifugiert und tiber einen 0.45 (im Mikrofilter filtriert Die so gewonnene klare 
Losung wird 1 -2 (Volumenteile) mit Chloroform ausgeschQttelt und 8 ^1 der Unterphase analysiert. 45 

Dies geschieht mit Hilfe der chiralen Gas-Chromatographie unter folgenden Trennbedingungen: 
Stationare Phase: Chirale ICapillarsaule auf Basis- von Cyclodextrinen (Lipodex E®, Warenzeichen der Fa. 
Machery und Nagel. Duren, Bundesrepublik Deutschland); Mobile Phase: Helium; Injektionsvolumen: 8 
Detektion: FID;Temperatur: 1 lO'^C. 

Unter diesen Bedingungen wird z. B. das Edukt p-Chloracetophenon mit einer Retentionszeit von 173 Minu- 50 
ten eluiert, das gewQnschte Produkt S— p-Chlorphenylethanol bei 39,4 Minuten und das R-Enantiomere bei 
37.4 Minuten. Die Zuordnung geschieht in diesem Fall mittels enantiomerenreinem R— p-Chlorphenylethanol. 
der mit Hilfe des Enzyms aus Lactobacffius kefir hergestellt wurde (Hummel (1990) Biotechnol. Lett. 12, 
403-408). 

Auf diese Weise wurden auch die oben speziell genannten Mikroorganismus-Stamme als erfindungsgemaB 55 
geeignete StSmme aufgefunden. 

Die Rohextrakte konnen wie folgt auf die Enzymaktivitat gepruft werden: 

Der Rohextrakt wird mittels eines Photometer-Tests auf Enzymaktivitat gepruft, dabei wird jeweils mit 
NADH getestet. Die Testlosung enthalt im einzelnen: 

960 nl Kpi-Puffer 0.1 M pH 7 mil 0.78 mM des zu reduzierenden Ketons. z. B. p-Chloracetophenon. «> 
20 jil NADH (12,7 mM) und 
20 ^l Rohextrakt. 

Die Aktivitat wird photometrisch uber die Anderung der NADH-Absorption bei 340 nm ermittelt. Eine 
Enzymeinheit (U) entspricht dabei der Enzymmenge. die die Abnahme von 1 nMol NADH pro einer Minute 
katalysierL 55 
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Beispiel 2 

Gewinnung der (S)-Alkohol-Dehydrogenase 
2A) Ziichtung von Rhodococcus erythropolis 

Zur Gewinnung von Zellmasse wird der Stamm Rhodococcus erythropolis (743 oder 43297) in folgendem 
Medium kultiviert (pro 1 1): 4 g Glucose. 4 g Hefeextrakt, 10 g Malzextrakt. 2 g CaCOa, pH 7X Sofern erforder- 
lich, werden zum Verfestigen der Nahrlosung 12 g Agar zugesetzt. 

Nach Wachstum fiir 3 Tage bei 30** C wird die Zellmasse durch Zentrifugation gewonnen. Zum AufschluB wird 
die Zellmasse in Tris-HCI-Puffer (0.1 M; pH 7,0) suspendiert, wobei pro 1 g Zellmasse 2 ml AufschluB- Puffer 
verwendet werden. Der AufschluB wird, wie oben beschreiben, durch Vermahlen mit Glasperlen durchgefUhrt. 
Nach Abtrennen der Zellbruchstucke durch Zentrifugation (15 Minuten bei 12000 UpM, 4^C) erhalt man einen 
klaren Oberstand, der fur die weitere Reinigung und Charakterisierung des Enzyms verwendet wird 

2B) Anreicherung des Enzyms 

Das Enzym kann durch lonenaustausch-Chromatographie und Gelfiltration gereinigt werden. Zur Angabe des 
Reinigungsgrades dient der Anreicherungsfaktor, der die Erhohung der spezifischen Aktivitat (U/mg Protein) 
angibt. Zur Aktivitatsbestimmung wird ein gegeniiber dem Screening leicht veranderter Test verwendet mit 
folgender Zusammensetzung: 

880 ^1 Kp)-Puffer 0.1 M pH 6.0 mit 1,56 mM p-Chloracetophenon 
20 \i\ NADH (12,7 mM; 254 jiM im Test) 
100 Enzymidsung. 

Sofern nicht anders angegeben, wird die Messung bei 30** C und 340 nm am Photometer durchgefuhrt 

281 ) lonenaustausch-Chromatographie 

Der Rohextrakt wird 1 :2 (Volumenteile) mit dem fiir die Chromatographic verwendeten Laufpuffer verdiinnt 
und anschlieBend 4 Minuten bei 13 000 UpM zentrifugiert. Der Uberstand wird zunachst uber 0,45 |im dann iiber 
0.2 Jim Mikro-Filter filtriert. Die nun klare Losung wird auf eine Saule (50 ml Innenvoiumen) mit einem Anionen- 
austauscher aus quervernetzter Agarose mit quartaren Ammoniumgnippen (Q-Sepharose-S^ule, Warenzeichen 
der Fa. Pharmacia; Freiburg, Bundesrepublik Deutschland) aufgegeben. Als Laufpuffer wird eine Kaliumphos- 
phat-Losung (50 mM; pH 7) verwendet. Nach Anwendung von 50 ml des Lauf puffers wird ein NaCl-Gradient 
(zwischen 0— 1 M) fur die Elution der gebundenen Proteine verwendet. Bei einer NaCl-Konzentration von ca- 
450 mM wird die geeignete Alkohol-Dehydrogenase eluiert. Die erzielte Anreicherung ist in Tab. 1 aufgefuhrt. 

2B2) Gelfiltration 

Die vereinigten enzymatisch aktiven Fraktionen der lonenaustausch-Chromatographie werden auf eine Gel- 
filtrations-SauIe mit 10 ml Inhalt gefullt mit quervernetzter, poroser Agarose fur die Gelfiltration. Fraktionierbe- 
reich fur globulare Proteine mit einem Molekulargewicht von 1000 bis 300 000 (Superose 12; Warenzeichen der 
Fa. Pharmacia, Freiburg, Bundesrepublik Deutschland) aufgetragen. Als Puffer wird Kaliumphosphat (50 mM, 
pH 7,0) mit 0.15 M NaCI verwendet. Die Chromatographie wird mit einer FluBrate von 03 ml/min durchgefuhrt 
Die Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengestellt. 

Tabelle 1 

Anreicherung der Alkohol-Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis 



Reinigungs- 
schritt 


Protein 
[mgM] 


spez. AkL 
[V/mg] 


AF» 


Ausbeute 
(*) 


Rohextrakt 


4,97 


0,12 




100 


lonenaustauscher 


0.092 


4.24 


35 


83 


Gelfiltration 


0.029 


10.14 


84 


59 



AF^ = Anreicherungsfaktor spez. AkL = spezifische AktivitSt 



Beispiel 3 

3A) Bestimmung der pH — und Temperaturoptima der Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis (743 und 
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43 297) 



a) pH-Optinium: 

Die Abh^ngigkeit der Aktivitat vom pH-Wert wird bestimmt. indem p-Chlor-Acetophenon (0,725 mM) in 
verschiedenen Puffern gelost wird, die Puffer sind jeweils 0,1 M und haben unterschiedliche pH-Werte (pH 4—5 
Zitronensaure; pH 6—8 Kaliumphosphat; pH 9—10 Tris-HCI). Zu 880 ^il einer solchen Substratlosung warden 
20 \i\ NADH und 100 ^il Enzymlosung (9,2 mg/ml) zugesetzt und die Aktivitat bei 340 nm (30''C) gemessen. Der 
in der Kiivette nach Mischung der Einzelkomponenten erreichte End-pH-Wert wird gemessen, er zeigt in 
keinem Fall eine signifikante Abweichung vom Anfangs-pH-Wert des Puffers. Das Optimum fiir die p-Chlorace- 
tophenon-Reduktion liegt bei pH 6,0. 

b) Temperatur-Optimum : 

Zur Bestimmung der optimalen Testtemperatur wird die Enzymaktivitat zwischen 26 und SS^'C gemessea Der 
Testansatz enthalt jeweils: 880 ^il Kpi-Puffer 0.1 M pH 6.0 mit 1.56 mM p-Chloracetophenon. 20 ^il NADH (12,7 
mM)und 100 ^il Enzymlosung (9,2 mg/ml). 

Die Testansatze werden 10 Minuten bei unterschiedlichen Temperaturen inkubiert, dann wird mit Enzymlo- 
sung gestartet und Enzymaktivitat bei den verschiedenen Temperaturen gemessen. Man erhalt ein Temperatur- 
optimum fur die Aktivitat von 45® C 



Das Molekulargewicht des Enzyms wird mittels Gelfiltration an einer Superose 12-Saule (vgl. oben) bestimmt. 
Die Saule wird mit Molekulargewichts-Standards von 12 300 Dalton bis 320 000 Dalton in 50 mM Kpi-Puffer pH 
7.5 unter Zugabe von 150 mM NaCI kaiibriert. Als Standards werden verwendet: Cytochrom C (12 300), 
Myoglobin (17 000); Ovalbumin (45 000). Rinderserumalbumin (67 000), Aldolase (160 000) und Aldolase dimer 
(320 000). Fiir die Alkohol-Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis ergibt sich ein Molekulargewicht von 
72 000 ± 5000 Dalton. 



Entsprechend Beispiel 2B) werden mit der Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis (743 und 43 297) die 
folgenden Ketone (Formel (II)) zu den entsprechenden sekundaren (S)-Alkoholen (Formel (I)) reduziert, wobei 
die Enzymkonzentration 9,2 mg/ml betragt. 



3B) Molekulargewicht der Alkohol-Dehydrogenase aus Rhodococcus erythropolis 



Beispiel 4 



Reduktion verschiedener Ketone zu (S)- Alkoholen 
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Substrat: Verbindung der Fonnel (H) AktivitSt 



R» 


R2 


(U/ml) 


(%) 


o-ChlornHenvl 


CH^ 


0,16 


12 


p-v^niofpricnyi 






inn 


m-Cnloipnenyi 








_ T» 1_ t 

p-OXUIlipJlCljyA 








p-Fluorphenyl 


CH3 


0,53 


41 


p-Methylphenyl 


CH3 


1,63 


122 


p-trtnylpnenyl 


Urt3 


IJ / 




p-Meihoxyphenyl 


CH3 


0.49 


37 


Trifluormethoxyphenyl 


CH3 


6^1 


463 


Phenyl 


CH3 


0,36 


27 


CH3 


CH3 


0,14 


10 


Phenylmethyl 


CH3 


0.75 


56 



BezQgltch des Cosubstrats ist das Enzym spezifisch fOr N ADH, NADPH wird nicht akzeptiert 

Beispiel 5 

CH3 CH3 

Eine 1,16 mM Losung von p-Chloracetophenon wird mit Enzym (6 U/ml) und Coenzym (0,5 mM NADH) 
umgesetzt (1 ml gesami), dabei wird das Coenzym NADH durch Kopplung mit Formiat (100 mM) und Formiat- 
Dehydrogenase (12 U/ml) regeneriert. Zu verschiedenen Zeiten werden Proben entnommen und hierin die 
Konzentrationen an p-Chloracetophenon und S->p-Chlorphenylethanol mittels chiraler Gas-Chromatographie 
gemessen (vgl. Beispiel 1). 

Zeit (min) (S)-p-Chlorphenylethanol (mM) 

0 0 

4 0.07 
20 0,94 
30 1.00 

Das durch diese enzymatische Umsetzung erhaltene Produkt ist enantiomerenrein. unter den oben angegebe- 
nen Trennbedingungen mittels chiraler Gaschromatographie ist kein R-Alkohol nachweisbar. 



Beispiel 6 

Umsetzung mit ganzen immobilisierten Zellen 



Gewaschene Zellen von Rhodococcus erythropolis werden mit einer Losung von gequollenem Alginat ver- 
setzt (1 g Bakterien-Feuchtmasse fur 3,6 g gequollene Alginat-Losung). Die Alginat-Losung wurde hergestellt, 
indem 0.5 g Alginat-Pulver (Na-Alginat. fur die Immobilisierung von Mikroorganismen: Fa, Fluka. Buchs. 
Schweiz) mit 17.5 ml entionisiertem Wasser versetzt wurden. Bei Erwarmen auf 60'C quoll das Alginat auf, beim 
Abkiihlen auf 42'' C werden dann die Zellen zugesetzt Die Suspension aus Alginat und Zellen wird in eine Spritze 
gefullt und durch eine Kanule in eine Losung von 2% (Gew.-%) CaCb getropf t Die Tropfen verfestigen sich hier 
schlagartig, die erhaltenen Perlen kdnnen dann als Katalysator fur die Umsetzung eingesetzt werden. 

Ca. 6 g dieser Perlen werden in eine SSule (15 cm Hohe; 0.8 cm Innendurchmesser) gefullt die Perlen werden 
durch ein feinporiges Sieb zuruckgehalten. Die Sauie wird kontinuierlich von oben mit Substratlosung beschickt. 
die Losung enihalt: 50 mM Tris-HCI- Puffer, pH 7.0; 5 mM Glucose; 2 mM p-Chloracetophenon; 1 mM MgCb; 
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0^% CaCb. Die Substratldsung wird Qber eine Pumpe mil einer Geschwindigkeit von ca. 5 ml/Std. zugefuhrt 
Von der umgesetzten Ldsung werden Stichproben entnommen und der Umsatz und die Enantiomerenreinheit 
mittels chiraler Gaschromatographie analysiert. Innerhalb von 6 Tagen werden ca. 750 ml (13 Mol) Keton 
eingesetzt, es wird im Mittel ein Umsatz von ca. 90% erreicht. Die chirale Trennung zeigt, daB der Gehalt an 
R-Alkohol, bezogen auf den S-Alkohol, bei < 1 % liegt. 

Beispiel 7 

Umsetzung mit ganzen immobilisierten Zellen 



PatentansprQche 
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Gewaschene Zellen von Rhodococcus erythropolis werden mit Alginat immobilisiert wie in Beispiel 6 be- 
schrieben. Ca. 0.5 g dieser Perlen werden mit 2 ml einer Losung versetzt, die 2 mM p-Chlor-acetophenon und 5 
mM Glucose enthalt Diese Losung wird mit 2 ml Heptan uberschichtet, das 5 \i\ p-Chtor-acetophenon (entspr. 
19,2 mM) enthalt. Die Mischung unter leichtem Ruhren mit einem Magnetruhrer bei Raumtemperatur (ca. 20'*C) 
stehen lassen. Aus der Heptanenthaltenden Oberphase werden nach O; 2,5 und 8,5 Stunden Proben entnommen 15 
und mittels chiraler Gaschromatographie analysiert In diesen Proben konnten O; 1,8 und 4,2 mM S—p-Chlorp- 
henylethanol gemessen werden; R-Alkohol konnte nicht nachgewiesen werden. 
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1. Verfahren zur Herstellung von sekundllren (S)-Alkoholen, dadurch gekennzeichnet, daB man unsymme- 
trische Ketone mit Dehydrogenasen mikrobieller Herkunft, welche gegebenenfalls immobilisiert vorliegen, 
zusammen mit dem Coenzym N ADH behandelt und die (S)-Alkohole nach den iiblichen Methoden isoliert. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Dehydrogenasen mikrobieller Herkunft 
verwendei, welche spezifisch in Gegenwart von NADH als Coenzym unsymmetrische Ketone zu sekunda- 25 
ren (S)- Alkoholen reduzieren konnen. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man Dehydrogenasen verwendet, die aus den 
MikroorganismuS'Stammen Candida succiphilia, Rhodococcus erythropolis und Pseudonocardia thermo- 
phila erhaltlich sind. 

4. Enzyme, welche 30 

a) Dehydrogenasen sind, 

b) mikrobieller Herkunft sind und 

c) spezifisch in Gegenwart von NADH als Coenzym unsymmetrische Ketone zu sekundaren (S)-AlkO' 
holen reduzieren konnen. 

5. Enzyme gemaB Anspruch 4, welche aus den Mikroorganismen-Arten Candida succiphilia, Rhodococcus 35 
erythropolis und Pseudonorcardia thermophila erhaltlich sind. 

6. Enzyme gemaB Anspruch 4, welche aus Rhodococcus erythropolis erhaltlich sind. 

7. Enzyme gemaB Anspruch 4, welche aus den Rhodococcus erythropolis Stammen 743 und 43 297 erhaltlich 
sind. 

8. Verwendung der Enzyme gemaB Anspruch 4, zur Herstellung von sekundaren (S)'Alkoholen aus unsym- 40 
metrischen Ketonen. 
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